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Referat 
Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurde mithilfe eines 4 stündigen Radmarathons die 
zeitabhängige Freisetzung von zirkulierenden Vorläuferzellen untersucht. Hierzu wurde den 
17 gesunden, gut trainierten Probanden während der Prozedur zu festgelegten Zeitpunkten 
Blut aus einer Venenverweilkanüle entnommen. Daraus wurden mittels Dichtgradient die 
mononuklearen Zellen isoliert und im Anschluss mittels Durchflusszytometrie die 
Konzentration der zirkulierenden Progenitorzellen quantifiziert. Es ließ sich ein signifikanter 
zeitversetzter Anstieg der Konzentration hämatopoietischer Progenitorzellen (CD34pos und 
CD133pos) wie auch endothelialer Progenitorzellen (CD34pos/KDRpos und 
CD133/KDRpos) ermitteln. Die maximale Konzentrationsänderung wurde nach 210 Minuten 
erreicht. Als Freisetzungsmediatoren wurden in dieser Arbeit die Konzentrationen von VEGF 
und IL-6 bestimmt. Auch hier stellte sich ein signifikanter Anstieg der Spiegel dar Die 
Konzentrationsänderungen der einzelnen Zellpopulationen waren spätestens 24 Stunden nach 
Beendigung des Radmarathons nicht mehr nachweisbar. Desweiteren ging die Arbeit der 
Frage nach, wie sich die Konzentration von Mikropartikel und endothelialer Mikropartikel als 
Marker für einen Endothelzellschaden auswirkt. Ein Anstieg der Konzentration reifer 
(CD146pos) Endothelzellen wurde verzeichnet.  
Ausgangspunkt der Arbeit war die sehr beschränkte und kontroverse Datenlage bezüglich der 
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1.1 Endotheliale Progenitorzellen 
 
Endotheliale Progenitorzellen (EPC) wurden erstmals von Asahara (Asahara 1997) be-
schrieben. Ihm gelang es, Zellen aus dem peripheren Blut zu isolieren, welche fähig waren, 
sich in reife Gefäßendothelzellen zu differenzieren. Diese Fähigkeiten wurden durch andere 
Arbeiten (Zeng 2006, Wang 2005, Yamamoto 2003) bestätigt. Auch konnte er zeigen, dass 
diese EPCs aus dem Knochenmark mobilisiert werden können und in Ischämiegebiete ein-
wandern, wo sie zur Neovaskularisation beitragen. 
 
Bis vor kurzem war man der Annahme, dass Angiogenese im Erwachsenenalter von bereits 
bestehenden Endothelzellen ausgeht, während Vaskulogenese ein Vorgang ist, der nur wäh-
rend der Embryonalphase stattfindet, und die Gefäßneubildung aus Vorläuferzellen (z. B. 
EPCs beschreibt). 
 
Mit der Erstbeschreibung von EPCs im Blut von Erwachsenen musste diese Vorstellung aber 
revidiert werden und man geht heute davon aus, dass Vaskulogenese auch im Erwachsenen 
stattfinden kann (Sata 2003, Shi 1998). 
 
Eine Problematik, die bis zum heutigen Zeitpunkt besteht, ist die Tatsache, dass noch keine 
einheitliche Definition für endotheliale Progenitorzellen gefunden und festgelegt wurde. Wie 
in einer zusammenfassenden Arbeit von Möbius–Winkler (Möbius-Winkler 2009) dargestellt, 
lassen sich jedoch anhand aktueller Studien folgende Aussagen treffen: 
 
1. EPCs machen cirka 0,001 – 0,0001 % der mononukleären Zellen im 
peripheren Blut aus. Dieser Anteil ist jedoch abhängig vom Alter und 
Gesundheitsstatus der untersuchten Person. 
2. Ein klassisches Merkmal von EPCs ist die gleichzeitige Expression von Ober-
flächenmarkern, die man gewöhnlich nur auf Vorläuferzellen (z. B. CD34 oder 
CD133) oder nur auf maturen Endothelzellen (VEGFR2, CD31) findet. 
3. Die verschiedenen Oberflächenmarker sind mit unterschiedlichen Reifestadien 




Überwiegend werden sie als eine aus dem Knochenmark stammende Zellpopulation ange-
sehen, welche durch verschiedene Zytokine (Askari 2003, Li 2006), Endotheldefekte 
(Itoh 2010, Torsney 2011) oder das Tumorwachstum (Lyden 2001, Peters 2005) mobilisiert 
werden. Zusätzlich belegen einige Quellen deren Existenz auch in anderen Geweben wie der  
Niere (Wassmann 2006), dem Fettgewebe (Sengenes 2007, Miranville 2004) der Leber und 
dem Darm (Aicher 2007) sowie der Gefäßwand von Venen und Arterien (Ingram 2005). 
 
1.1.1 Endotheliale Progenitorzellen und Gefäßreparatur 
 
Der genaue Mechanismus wie endotheliale Progenitorzellen zur Regeneration von Endothel-
zelldefekten beitragen, ist noch nicht abschließend geklärt. Die Vorstellung in der Literatur 
lässt sich wie folgt zusammenfassen: 
 
Beschädigtes Endothel ist in der Lage verschiedene Faktoren wie SDF–1 (Askari 2003) und 
VEGF (Li 2006) freizusetzen. Diese Zytokine stimulieren das Knochenmark zur Freisetzung 
von endothelialen Progenitorzellen in den Blutkreislauf. Nachdem sie von dem verletzten 
Gewebe angelockt wurden, sich in reife Endothelzellen differenziert (Asahara 1997, 
Takahashi 1999) und in den Zellverband integriert (Kalka 2000, Hu 2003, Xu 2003) haben, 
verschließen sie schließlich den Defekt. 
 
Neben der Fähigkeit der direkten Inkorporation sind EPCs auch in der Lage selbst proangio-
genetische Zytokine (Gnecchi 2008, Kinnaird 2004, Korf–Klingebiel 2008) zu produzieren, 
die das Endothel zur Regeneration stimulieren (Pula 2009, Di Santo 2009). 
 
Die parakrine Wirkung von EPCs wird untermauert durch die Erkenntnis, dass experimentell 
injizierte, markierte EPCs selbst nur kurzzeitig nachweisbar sind, während der positive Effekt 







































Abbildung 1: Hypothetisches Modell, welches die Rolle der EPCs bei der Gefäßreparatur 
wiederspiegelt. 
 
EPCs werden aus dem Knochenmark freigesetzt und binden über spezifische 
Oberflächenrezeptoren an Endothelzellen. Danach differenzieren die EPCs in 
mature Endothelzellen (linker Schenkel der Abbildung) oder sezernieren 
Wachstumsfaktoren, welche mature Endothelzellen zur Proliferation anregen 
(rechter Schenkel der Abbildung). Abbildung übernommen aus Lenk et al. 2011. 
 
Es gibt verschiedene Verfahren, um EPCs nachzuweisen. Dazu zählen die Durchfluss-
zytometrie und die Zellkultur. Jedoch existiert bis zum heutigen Tag noch kein Standard-




Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren vorrangig zur Identifikation und Quantifizierung 
von Zellen, mittels der durch Antikörper gebundenen Oberflächenproteine. Diese werden von 
einem Durchflusszytometer detektiert. 
 
Das Prinzip des EPC Nachweises besteht darin, eine Kombination aus hämatopoetischen 
Stammzellmarkern und Markern von Endothelzellen zu verwenden.  






Ein weiteres Verfahren EPCs zu charakterisieren ist das Anlegen einer Zellkultur. Hierzu 
werden die mononukleären Zellen des peripheren Blutes mithilfe der Dichtegradient-
zentrifugation oder durch Zelllyse isoliert. 
 
Anschließend werden die Zellen auf Zellkulturschalen ausgesät und in einem endothelzell 
spezifischen Kulturmedium für mehrere Tage kultiviert. Zuletzt folgt das Anfärben der Zellen 
mit DI–acLDL oder FITC–Lecithin. 
 
Durch dieses Verfahren lassen sich zwei verschiedene Phänotypen unterscheiden 
(Hristov. 2004, Zampetaki 2008). 
 
a) early outgrowth (frühe EPCs) 
Diese frühen EPCs oder auch colony forming unit endothelial cells (CFU–EC) werden nach 
einem Zeitraum von vier bis sieben Tagen als spindelförmige Zellverbände sichtbar 
(Lin 2000, Gehling 2000). Sie stammen von einer CD14 positiven Subpopulation im 
peripheren Blut ab, exprimieren endotheliale von Willebrandt Faktor sowie monozytische 
CD14 Marker, welche selbst das Wachstum dieser EPCs fördern (Urbich 2005). Sie besitzen 
geringe proliferative Fähigkeiten, können sich zwar in das Endothel einfügen, dort jedoch 
keine durchgängigen Gefäße in vivo bilden.  
 
b) late outgrowth (späte EPCs) 
Nach zwei bis drei Wochen treten die späten EPCs in einem Kopfsteinpflaster ähnlichen 
Muster (cubble stone) auf (Asahara 1997, Adams 2004). Sie entwickeln sich aus einer CD14 
negativen Subpopulation der peripheren Blut–Monozyten (Gulati 2003) und wurden als 
CD34pos/CD45neg-Vorläuferzellen identifiziert (Timmermans 2007). 
 
Da späte EPCs hochproliferative Eigenschaften besitzen und eNOS exprimieren 






1.1.4 Endotheliale Mikropartikel (EMP) 
 
Als Antwort auf zelluläre Aktivierung oder Apoptose werden von Gefäßendothelzellen ver-
schiedene Membranvesikel, darunter Exosomen, Apoptosekörper und endotheliale Mikro-
partikel freigesetzt. Diese Partikel unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Größe, des Inhaltes 
sowie des Entstehungsmechanismus. 
 
In einer zusammenfassenden Arbeit von Boulanger 2011 werden EMP wie folgt charak-
terisiert: 
 
• Der Durchmesser von EMP liegt zwischen 100 nm und 1 µm 
• Sie entstehen durch Vesikelbildung der endothelialen Plasmamembran 
• Sie tragen endotheliale Oberflächenproteine wie z. B. Vascular endothelial cadherin; 
platelet endothelial cell adhesion molecule–1; intercellular cell adhesion molecule 
(ICAM)–1; endoglin; E–Selectin; S–Endointegrin. Auch endotheliale NO–Synthase 
(eNOS) und vascular endothelial growth factor receptor 2 (VEGF–R2) kommen vor, 
wie durch Leroyer 2009 beschrieben. Diese Oberflächenproteine können durch 
Antikörper mittels Durchflusszytometrie quantifiziert werden. 
• Sie kommen im Blutplasma des Menschen (Thomas 2009), in der Augenflüssigkeit 
(Chahed 2010), in entzündlichen Läsionen wie atherosklerotischen Plaques (Leroyer 
2007) und in ischämischem Gewebe (Leroyer 2009) vor. 
 
1.2 Freisetzung von endothelialen Progenitorzellen 
 
Momentan geht man von einem Modell aus, welches besagt, dass es im Knochenmark, in der 
so genannten Stammzellnische, undifferenzierte, sich in einem Ruhestadium befindliche 
Stammzellen gibt, die durch ein bisher noch nicht völlig aufgeklärtes Zusammenspiel aus 
Zytokinen, Chemokinen, Hormonen und Proteasen in EPCs differenzieren können und in den 
systemischen Kreislauf freigesetzt werden. 
 
Gemäß des aktuellen Standes der Literatur gibt es drei Hauptwege, wodurch die Stammzell-
nische im Knochenmark aktiviert werden kann und somit stimuliert wird, endotheliale Pro-





Abbildung 2: Schematische Darstellung zu Freisetzungsmechanismen von EPCs 
 
 
Durch den Schlüsselreiz der Gewebsischämie (Siasos 2008) bzw. des vaskulären Traumas 
(Urbich 2004) werden von nahezu allen Zellen Transkriptionsfaktoren wie HIF-1 und EGR-1 
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Diese induzieren die Bildung multipler pro–angiogenetischer Proteine wie vascular endo-
thelial growth factor (VEGF), stromal derived faktor (SDF–1), MCP-1, Angiopoietine und 
Erythropoietin (EPO). 
 
Der aktuellen Literatur zufolge scheint VEGF eines der potentesten Moleküle zu sein, was die 
Freisetzung von endothelialen Progenitorzellen vermittelt (Grunewald 2006, Khakoo 2005). 
Wie bei Heissig und Kollegen 2002 beschrieben, aktiviert VEGF  Proteasen wie Matrix–
Metalloproteinase-9 (MMP-9), welche auf die Stammzellnische wirkt. Sie spaltet  membran-
gebundenen Kit–Ligand (mKIT) um löslichen Kit–Ligand (sKIT), den sogenannten 
Stammzellfaktor freizusetzen. Dieser stimuliert cKit positive Stammzellen zur Migration von 
der ruhigen Stammzellnische in die Zirkulation. Währenddessen werden die Zellen in ein 
proliferatives Stadium versetzt (Heissig 2003). 
 
Jedoch ist Hypoxie nicht der einzige Reiz, der die VEGF Produktion aktivieren kann. Neben 
diesem gibt es zusätzlich noch die endotheliale NO–Synthase (eNOS). Sie befindet zum einen 
in Endothelzellen (Siasos 2008), aber auch direkt im Knochenmark (Aicher 2005, 
Goldstein 2006) und produziert NO. 
 
In tierexperimentellen Studien zeigte sich, dass eNOS Knockout Mäuse eine reduzierte 
Basalaktivität von pro MMP9 und niedrigere MMP–9 induzierter Mobilisierung von EPCs 
(Aicher 2003) aufweisen. Auch konnte bei MMP–9 negativen Mäusen nach Behandlung mit 5 
Fluorouracil eine verzögerte hämatopoetische Erholung und eine gestörte Chemokin indu-
zierte Mobilisation von EPCs nachgewiesen werden. 
 
Eine dritte Möglichkeit die Stammzellnische des Knochenmarks zu stimulieren, besteht über 
den durch vaskuläres Trauma vermehrt exprimerten Granulocyte-cell stimulating factor 
(G-CSF). Dieses Molekül führt zur Degranulation der angelockten neutrophilen Granulozyten 
sowie zur Freisetzung von Proteasen und somit zur gesteigerten Mobilisierung von hämato-
poetischen Stammzellen im Knochenmark (Aicher et al. 2005). Experimentell konnte gezeigt 
werden, dass nach G–CSF Vorbehandlung eine erhöhte Anzahl an autologen endothelialen 
Progenitorzellen und CD133 positiven hämatopoetischen Stammzellen (HSC) aus dem Blut 




1.2.1 Physiologische Faktoren und Medikamente, welche die EPC-Konzentration 
beeinflussen 
 
Physiologische Faktoren, die endotheliale Progenitorzellen aus dem Knochenmark verstärkt 
mobilisieren, sind zum einen eine gesteigerte körperliche Aktivität (Laufs 2004, Laufs 2005, 
Rehman 2004, Niessner 2006). Aus molekularer Sicht spielen hier besonders NO und VEGF 
vermittelten Mechanismen eine zentrale Rolle. 
 
Zusätzlich können Östrogene (Strehlow 2003) einerseits direkt auf α- und β–Östrogen-
rezeptoren wirken und somit zu einer Aktivierung von MMP-9 führen oder aber über einen 
eNOS vermittelten Mechanismus zur Steigerung von EPCs im peripheren Blut führen. Dies 
wäre eine potentielle Erklärung für die niedrigere Rate von kardiovaskulären Ereignissen bei 
prämenopausalen Frauen im Vergleich zu Männern (Masuda 2007). Laut Studien ist bei 
Frauen in der postovolären Phase ein Peak an EPCs im Plasma zu verzeichnen. 
 
Im Gegensatz dazu ist das zunehmende Alter als ein unabhängiger Faktor anzusehen, der die 
Anzahl und Funktionen von EPCs reduziert (Scheubel 2003, Heiss 2005). Dies steht 
vermutlich im Zusammenhang mit einer altersabhängigen Reduktion des IGF-1 sowie der 
NO-Bioverfügbarkeit. Es konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung mit Wachstums-
hormonen (GH) zu einer Steigerung der EPCs führte und den Alterungsprozess durch ein 
Anheben von IGF-1 verlangsamte (Thum 2007). 
 
Ferner ist das höhere Alter assoziiert mit einem niedrigeren VEGF-Plasmaspiegel, was mit 
einer verminderten Mobilisation von EPCs aus dem Knochenmark einhergeht (Scheubel 
2003). 
 
Zudem hat die arterielle Hypertonie einen negativen Einfluss auf die Quantität und Qualität 
der EPCs (Vasa 2001). Freie Radikale im Renin–Anigotensin–Aldosteron-System senken die 
Bioverfügbarkeit von NO (Aicher 2003) und führen gleichzeitig zu einer verminderten 
Proliferation, einer schnelleren Alterung der Zellen sowie einer gesteigerten Apoptose 
(Imanishi 2005). Eine Senkung des Blutdrucks, wie auch eine Steigerung der EPCs konnte 





Bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 1 und Typ 2 korrelieren hohe Glukose (Kränkel 
2005) sowie HbA1c–Werte mit verminderter Anzahl der EPCs. Auch ist die Adhäsions-
funktion, Proliferation und Gefäßbildung unter diesen Bedingungen  gestört (Tepper 2002). 
Insulinresistenz führt zu einer geringeren Aktivierung der PI 3- Kinase, Akt und eNOS, was 
in einer reduzierten NO-Bioverfügbarkeit und Endotheldysfunktion resultiert. Insulintherapie 
bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 steigert die Anzahl und Funktionen der EPCs 
signifikant (Humpert 2005). Auch unter PPAR γ Agonisten Gabe wie Rosiglitazone zeigte 
sich eine Wiederherstellung der Ausgangswerte der zirkulierenden Prognitorzellen und funk-
tionellen Eigenschaften der EPCs durch eine Reduktion der NADPH- Oxidase Aktivität und 
erhöhter NO Verfügbarkeit in vivo (Pistrosch 2005,  Redondo 2007). 
 
Als weiterer Risikofaktor für kardiovaskuläre Erkrankungen, der mit einer reduzierten Anzahl 
und Funktion von endothelialen Progenitorzellen einhergeht, gilt die Hypercholesterinämie, 
speziell hohe LDL–Werte (Zhou 2007). Oxidierte LDL inaktivieren den Akt/eNOS–Weg und 
führen somit zusätzlich zu einer beschleunigten Alterung/Apoptose sowie mangelhafter 
Adhäsion und Proliferation der Zellen. Unter Gabe von Simvastatin zeigte sich bei Mäusen 
(Dimmeler 2001)  und auch bei Patienten mit manifester CVD (Landmesser 2004) eine Akti-
vierung des Akt/eNOS Weges (Vasa 2001, Ozuyaman 2005), was den negativen Effekt der 
Hypercholesterinämie auf die EPCs aufhebt.  Stattdessen kommt es bei hohem HDL–Spiegel 
zu einer Steigerung der EPCs (Llevadot 2001, Van Oostrom 2007). 
 
Des Weiteren führt auch die Inflammation mit erhöhtem CRP- und TNFα-Spiegel zu ver-
mehrter Apoptose und veränderten funktionellen Eigenschaften der EPCs (Aicher 2003, 
Llevadot 2001). 
 
Auch das Rauchen als Risikofaktor für Herz–Kreislauferkrankungen hat negative Effekte auf 
endotheliale Progenitorzellen, jedoch sind diese reversibel, sofern der Konsum eingestellt 
wird (Kondo 2004, Michaud 2006). 
1.0 Einleitung 
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Abbildung 3: Stimuli zur Veränderung der EPC–Konzentration 
 
Aufgrund der durchaus kardiovaskulär protektiven Wirkung von endothelialen Progenitor-
zellen ist das Interesse, diese Zellen in ihrer Anzahl und Funktionsfähigkeit zu steigern, groß. 
Deshalb finden sich in der aktuellen Literatur zahlreiche Beispiele für den experimentellen 
klinischen Einsatz von EPCs. 
 
1.3 Freisetzung von EPCs durch gesteigerte körperliche Aktivität 
 
Regelmäßige sportliche Aktivität gilt als hoch effektive, physiologische Möglichkeit, die 
Anzahl und Funktion endothelialer Progenitorzellen zu steigern, um endothelialer 
Dysfunktion bei Gesunden sowie auch bei verschiedenen Erkrankungen entgegen zu wirken. 
Trainingsprogramme sind folglich eine zentrale Komponente in der primären und sekundären 
Prävention von kardiovaskulären Erkrankungen und mit verminderter Morbidität und ver-
besserter Prognose assoziiert (Myers 2002). 
 
In klinischen Studien wurde untersucht, ob eine einmalige erschöpfende Belastung die Frei-
setzung von endothelialen Progenitorzellen aus dem Knochenmark in das periphere Blut her-
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Stimuli die EPC Freisetzung ändern 
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vorruft. Bei Patienten mit stabiler KHK (Adams 2004) zeigte sich mittels Durchfluss-
zytometrie 24 bis 48 Stunden nach einmaliger maximaler Belastungsepisode auf einem 
Fahrradergometer ein Anstieg der endothelialen Progenitorzellen auf das 3,1fache des Aus-
gangswertes. Die Ergebnisse waren  in der Zellkultur reproduzierbar und zeigten einen 
Anstieg auf das 3,3fache. Bei Patienten ohne Ischämie sowie den gesunden Probanden der 
Kontrollgruppe waren keine Veränderungen detektierbar (Rehman 2004). Ähnliche 
Ergebnisse erzielte eine Studie mit KHK Risikoprobanden (Steiner 2004) und bei gesunden 
mäßig trainierten Probanden (Van Craenenbroeck 2008). Es wurden Belastungstests auf dem 
Fahrradergometer oder auf dem Laufband durchgeführt und eine Zunahme der Anzahl von 
EPCs festgestellt. 
 
Selbst bei gut trainierten Ruderern  konnte unter Wettkampfbedingungen diese Hypothese 
bestätigt werden (Morici 2005). 
 
Als mögliche Freisetzungsmechanismen werden zum einen die Hypoxie, eine Steigerung der 
VEGF Konzentration und Scherkräfte diskutiert. 
 
Nach diesen Ergebnissen stellte sich die Frage, ob auch Training über eine längere Zeit-
periode endotheliale Progenitorzellen aus dem Knochenmark freisetzt. Hierzu wurden zuerst 
C57/B16 und 129/SV Mäuse nach vierwöchigem Laufradtraining untersucht und eine 
Erhöhung des EPC-Spiegels um rund 300 % gefunden. Bei eNOS Knockout Mäusen blieb 
dieser Anstieg der endothelialen Progenitorzellen aus. In der gleichen Studie wurden auch 
ältere Patienten mit manifester KHK (Laufs 2004) in ein vierwöchiges Trainingsprogramm 
mit Rad fahren, moderatem Krafttraining der unteren Extremität und Laufen involviert. Eine 
Trainingseinheit dauerte 15 bis 20 Minuten sowie fünf Minuten Erwärmung. Es konnte ein 
signifikanter Anstieg der EPCs sowie eine verminderte Apoptose der Zellen bestätigt werden. 
 
Eine weitere Studie beschäftigte sich mit dem Effekt von regelmäßigem Training auf die 
Endothelfunktion. Hierfür wurden Patienten mit manifester KHK sowie Patienten mit 
kardiovaskulären Risikofaktoren (Steiner 2005) in ein 12 Wochen andauerndes Ausdauer-
trainingsprogramm geführt. Es zeigte sich in beiden Gruppen eine Erhöhung des EPC-
Spiegels im peripheren Blut mittels Durchflusszytometrie sowie eine verbesserte Endothel-
funktion gemessen anhand der flussvermittelten Endotheldilatation (FMD). Eine erhöhte NO-
Synthese und EPO–Spiegel fanden sich als mögliche Freisetzungsmechanismen.  
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Ähnliche Ergebnisse ergaben sich zudem bei Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz 
(Sarto 2007), PAVK (Sandri 2005), Dialysepatienten (Manfredini 2007) und zwei Wochen 
nach stattgehabtem STEMI (Cochain 2012). 
 
Auch bei gesunden Probanden unterschiedlicher Altersgruppen (Hoetzer 2006, Walther 2008) 
stellte sich ein Zusammenhang zwischen Ausdauertraining über eine gewisse Zeitperiode und 
dem EPC-Spiegel im peripheren Blut sowie deren Funktion dar. 
 
Des Weiteren war zu klären, ob Training einen direkten Effekt auf endotheliale Progenitor-
zellen auch ohne das Vorhandensein von kardiovaskulären Erkrankungen bei Gesunden hat. 
Welche Intensität und Dauer wird benötigt um den Effekt zu maximieren? 
 
Eine Studie von Laufs et al. 2005 beschäftigte sich mit diesem Thema. Anhand von 25 Pro-
banden untersuchten sie die EPC-Spiegel nach 30 Minuten intensivem (100 % der 
Geschwindigkeit an der IAT), 30 Minuten moderatem (80 % der Geschwindigkeit an der 
IAT) und 10 Minuten intensivem Laufen. Man fand eine Erhöhung des EPC-Spiegels bei 30 
Minuten intensivem Laufen sowie 30 Minuten moderater Laufgeschwindigkeit mit Maximal-
werten 10 bis 30 Minuten nach dem Lauf. 
 
Bei kurzzeitig intensivem Laufen blieb der EPC-Anstieg aus. Ist es möglich so viel Sport zu 
treiben, dass es einen negativen Effekt auf das Potential unserer Progenitorzellen hat? 
 
Eine gute Möglichkeit dieses zu untersuchen, bietet der Marathon. Die Daten diesbezüglich 
sind noch sehr begrenzt und widersprüchlich. So ergab eine Studie von Bonsignore et al. 2002 
mit jungen Amateurläufern, welche entweder einen Marathon oder aber einen Halbmarathon 
absolvierten, dass der Plasmaspiegel der  hämatopoetischen Stammzellen (CD34pos Zellen) 
unmittelbar nach dem Lauf genauso hoch war wie vor dem Lauf. Einen Tag später fand sich 
sogar eine niedrigere Konzentration im Blut der Probanden. 
 
Studienergebnisse einer anderen verfügbaren Marathonstudie (Adams 2008) mit 68 Läufern 
mittleren Alters ergab sogar einen Abfall der CD34pos/CD133pos hämatopoetischen 




Eine weitere Arbeit von Bonsignore und Kollegen 2010 untersuchte die Konzentration von 
hämatopoetischen und angiogenetischen Vorläuferzellen in zwei Gruppen junger Amateur-
läufer, welche entweder einen 1500-m-Ausdauerlauf oder einen Marathon absolvierten. 
 
Direkt nach dem Marathon war eine unveränderte Konzentration von CD34pos Zellen im 
Vergleich zum Ausgangswert nachweisbar. Dahingegen zeigte sich nach dem 1500-m-Aus-
dauerlauf eine erhöhte Konzentration der CD34pos Zellen. 
 
Bei den Subpopulationen CD34pos/KDRpos und CD133pos/VE–Cadherin pos war direkt 
nach dem Marathon sowie auch direkt nach dem 1500-m-Ausdauertest ein Anstieg der 
Konzentrationen zu verzeichnen. Dieser war 24 Stunden nach Beendigung nicht mehr nach-
weisbar. 
 
Zusammengefasst gibt es in der verfügbaren Literatur bisher Daten, dass eine kurzeitige ver-
ausgabende Belastung wie z. B. ein kardiopulmonaler Belastungstest mit einer Erhöhung der 
EPC-Anzahl sowie verbesserter Funktion einhergeht, während eine lang anhaltende zehrende 







Dass Sport einen positiven Effekt auf den Plasmaspiegel und die Funktion von endothelialen 
Progenitorzellen hat, wurde in der Einleitung bereits ausführlich dargelegt. Jedoch gibt es in 
der derzeitig verfügbaren Literatur nur sehr beschränkt  Daten bezüglich der zeitabhängigen 
Änderung der EPC–Konzentration während eines Marathons. Da es sich schwierig gestaltet 
Blutabnahmen während eines Laufes zu tätigen, wurde in dieser Arbeit der Marathon auf 
einem Fahrradergometer nachsimuliert. Mithilfe dieses „Radmarathons“ sollten folgende 
Fragen beantwortet werden: 
 
1. Welche Wirkung hat ein über vier Stunden andauernder „Radmarathon“ mit einer 
festgelegten Leistung bei gesunden, gut trainierten Probanden auf den zeitlichen 
Verlauf der Konzentrationsänderung endothelialer Progenitorzellen und anderer 
Blutzellen? 
2. Wie wirkt sich der „Radmarathon“ auf die Konzentration von Mikropartikel und 
endotheliale Mikropartikel als Marker für einen Endothelzellschaden aus? 
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In die Studie wurden 18 gesunde, ausdauertrainierte Männer im Alter von 19 bis 56 Jahren 
eingeschlossen, welche in den Voruntersuchungen keine Hinweise auf Erkrankungen zeigten. 
Ausgeschlossen wurden Raucher sowie Probanden mit Hinweisen auf Alkoholmissbrauch. 
Auch Infekte bis einschließlich vier Wochen vor Studienbeginn und Medikamenteneinnahme 
bis einschließlich acht Wochen vor Studienbeginn führten zum Ausschluss. 
 
Nach erfüllten Einschluss- und Ausschlusskriterien wurden die Probanden sowohl mündlich 
als auch schriftlich über den Ablauf der Studie aufgeklärt und unterzeichneten eine 
Einverständniserklärung. 
  















































































Abbildung 4: Studienablauf 
Gesundheitsbeurteilung 
 
Diese Voruntersuchung (Screening) beinhaltet eine ärztliche Anamnese, 
ein Ruhe-EKG, die Blutdruckmessung, eine Blutentnahme zur 
Bestimmung von Laborparametern sowie die Auswertung einer 
Urinprobe  
Durchführung eines Belastungs–EKGs und Beurteilung der körperlichen 
Leistungsfähigkeit mit Bestimmung der individuellen anaeroben Schwelle 
(IAS) nach Stegmann mittels Fahrradergometer und Mikroblutentnahmen 
aus dem Ohrläppchen 
Festlegung der Intensität für Hauptbelastung auf 70 % der IAS  
 
Körperliche Belastung über vier Stunden auf dem Fahrradergometer  
bei 70 % der individuellen anaeroben Schwelle 
 
Während und nach dem „Fahrradmarathon“ werden über eine zuvor 
gelegte Flexüle zu bestimmten Zeiten Blutproben  entnommen 
 
Blutentnahmen nach 0, 5, 10, 15, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240 
Minuten während der Belastung sowie 30, 60, 90, 120 Minuten und 
24 Stunden nach der Belastung  
 
Proben: 1 x 7,5 ml EDTA-Blut, 1 x 2,7 ml Citratblut und 1,4 ml EDTA- 
              Blut 
Isolation der nononukleären Zellen (MNC) mittels 
Dichtegradientzentrifutation und quantitative Bestimmung der 
endothelialen Progenitorzellen (EPC)  sowie der endothelialen 
Mikropartikel mittels Durchflusszytometrie 




3.3 Gesundheitsbeurteilung und Beurteilung der körperlichen Leistungsfähigkeit 
 
Bevor man die Probanden der Hauptbelastung (4 h Radfahren bei 70 % der individuellen 
anaeroben Schwelle) aussetzte, mussten sich diese einer Gesundheits– sowie 
Leistungsbeurteilung unterziehen. Im Vorfeld wurde eine Analyse der Routinelaborwerte 
durchgeführt. Im Labor des Hauses wurden das große Blutbild sowie die 
Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG) bestimmt. Zudem wurden zur Prüfung des 
Stoffwechsels Glutamyl–Phenylalanin–Tansferase (GPT), Glutamyl–Oxalacetat–Transferase 
(GOT), Gamma–Glutamyl–Tansferase (GGT), das Gesamtcholesterin, Harnsäure und der 
Nüchternblutzucker gemessen und zur Überprüfung der Nierenfunktion die Werte für 
Kreatinin und Harnstoff getestet. Zusätzlich ermittelte man den Urinstatus sowie den Wert 
des C–reaktiven Proteins (CRP). Die Zulassung zur Teilnahme an der Gesundheits– und 
Leistungsbeurteilung erfolgte, sofern alle Parameter im Normbereich lagen. 
 
Inhalt der Gesundheitsbeurteilung war ein Anamnesegespräch um ernsthafte Erkrankungen 
der Probanden sowie erhöhte Risiken auszuschließen und die Erfassung anthropometrischer 
Größen sowie ein Ruhe–EKG. 
 
Die Daten für Größe und Gewicht wurden über eine geeichte Waage bzw. mithilfe eines 
handelsüblichen Maßbandes erfasst. Der Körperfettanteil wurde mittels Kalipermetrie 
ermittelt. Zur Körperfettbestimmung wurde die 10-Punkt-Messung nach Parizkova & 
Buzkova (1971) verwendet. Hierfür wird an zehn definierten Punkten des Körpers mit einem 
Kaliper die Dicke der jeweiligen Hautfalte gemessen. Der prozentuale Anteil des 
Körperfettdepots ergibt sich dann aus der Summe der Hautfalten. 
 
Um die Leistungsfähigkeit der Probanden zu beurteilen, wurde im Anschluss eine 
Spiroergometrie (Oxicon beta, Jäger) mit Belastungs–EKG (AT–10, Schiller) auf dem 
Fahrradergometer (SRM Deutschland) unter standardisierten Bedingungen durchgeführt. 
 
Dabei handelte es sich um eine stufenförmig ansteigende Belastung. Der Test startete bei 50 
Watt und wurde nach jeweils drei Minuten um 50 Watt gesteigert, bis die Probanden eine 
subjektive Erschöpfung zeigten. Am Ende jeder Belastungsstufe sowie eine Minute, drei, fünf 
und zehn Minuten nach Belastungsende wurde aus dem mit Finalgon (Berhinger Ingelheim 
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Pharma KG) hyperämisierten Ohrläppchen 20 µl Kapillarblut mit einer Kapillare (Eppendorf) 
zur späteren Laktatbestimmung entnommen.  
Aus leistungsdiagnostischer Sicht wurden während der Prozedur zudem die Herzfrequenz, der 
Blutdruck sowie die Sauerstoffaufnahme bzw. Kohlendioxidabgabe erfasst. 
 
Abbildung 5: Ergometerstufentest 
 
Aus den im Belastungs–EKG abgeleiteten Herzfrequenzen während der Belastung und den 
dazugehörigen ermittelten Laktatwerten auf jeder Stufe kann die Laktatleistungskurve erstellt 
werden. Hieraus lässt sich sowohl rechnerisch als auch zeichnerisch die individuelle anaerobe 
Schwelle (IAS) nach Stegmann et al. ableiten. 
 
Die IAS definierte Stegmann als den Zeitpunkt, an dem die maximale Eliminationsrate und 
die Diffusionsrate des Laktats im Gleichgewicht stehen. Methodisch wird durch den Punkt B 
(siehe Abb.) in der Nachbelastungsphase, dessen Laktatwert identisch mit der Konzentration 
bei Abbruch der Belastung ist (Punkt A), eine Tangente an die Laktatleistungskurve gelegt. 
Der Punkt, an dem die Tangente die Laktatleistungskurve berührt (Punkt C), entspricht der 
Leistungsfähigkeit des einzelnen Probanden an seiner individuellen anaeroben Schwelle. 





Abbildung 6: Ermittlung der Laktatleistungskurve nach Stegmann (1981) 
Punkt A: Laktatkonzentration bei Belastungsabbruch 
Punkt B: Zeitpunkt in der Nachbelastungsphase, dessen Laktatwert identisch der 
               Konzentration bei Abbruch der Belastung ist 
Punkt C: Schnittpunkt der Tangente mit Laktatleistungskurve = individuell anaerobe Schwelle 
 
 
Die Belastung für den 4-stündigen Fahrradmarathon im Herzzentrum Leipzig wurde dann für 
jeden Probanden auf 70 % der individuell anaeroben Schwelle festgelegt. 
 
Die Teilnehmer erhielten einen Ernährungsplan. Hierin waren Speisen aufgeführt, welche sie 
zwei Tage vor Belastungsintervention meiden sollten. 
 
Es wurde beispielsweise davon abgeraten, Gemüse– und Obstsäfte, Gemüse und Obst 
generell, Schokolade, Kakao, Kaffee, Bier, Wein, gepökelte  oder geräucherte Speisen sowie 
auch mit Vitaminen angereicherte Produkte zu verzehren. Diese Maßnahme war nötig, da 
verschiedene Inhaltsstoffe die Freisetzung von EPCs verfälschen können. 
 
Neben Vitamin K, vor allem aus Gemüse, welches für die Bildung verschiedener 
Gerinnungsfaktoren essentiell ist, sollte auch auf nitrathaltige Lebensmittel verzichtet werden. 
Nitrat wird hauptsächlich durch Gemüse und Obst aufgenommen. Dessen Verstoffwechselung 
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bewirkt eine Freigabe von NO, welches auf die Thrombozyten sowie das Gefäßendothel 
einwirkt. Des Weiteren bewirken Flavonoide aus Obst, Tee oder Schokolade indirekt eine 
Senkung der Thromboxanbildung und beeinflussen somit die Blutgerinnung. Auch Gerbstoffe 
aus Tee, Wein oder Gemüse wirken gerinnungshemmend. 
 
Den Teilnehmern der Studie wurden aus diesem Grund Lebensmittelalternativen genannt, 
welche sie zwei Tage vor dem Radmarathon bis 24 Stunden später nach der letzten 
Blutentnahme nach Belieben in ihren Speiseplan integrieren konnten. 
 
3.4 Durchführung des „Fahrradmarathons“  
 
Vor dem Start des 4-stündigen Fahrradmarathons auf dem Fahrradergometer wurde jeder 
Teilnehmer mit einer Verweilkanüle in eine Vene des Unterarms versorgt. Zu folgenden 
Zeitpunkten erfolgte hieraus eine Blutentnahme. 
Diese umfassten jeweils: 
 
• 1 x 7,5 ml EDTA-Röhrchen 
• 1 x 1,4 ml EDTA-Röhrchen 
• 1 x 2,7 ml Citrat-Röhrchen 
 
0      5     15    30   60     90   120  150  180  210  240  30´   1h    2h    24h
!   !   !   !   !   !   !   !   !   !   
Belastungsende




Abbildung 7: Zeitpunkte für Blutentnahmen 
 
Bei dem durchgeführten Test handelte es sich um eine gleichbleibende Belastung. Die über 
240 Minuten zu erbringende Leistung wurde auf 70 % der zuvor ermittelten individuell 
anaeroben Schwelle der einzelnen Probanden festgelegt. Direkt vor dem Start, nach 5, 10, 15, 
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30, 60, 90, 120, 150, 180, 210 Minuten während des Fahrens und nach 240 Minuten bei 
Belastungsabbruch sowie 30 Minuten, eine Stunde, zwei Stunden und 24 Stunden nach 
Marathonende erfolgten die oben genannten Blutentnahmen. Diese wurden unmittelbar im 
Labor des Hauses verarbeitet.  
 
 
Abbildung 8: Momentaufnahme während des „Fahrradmarathons”   
  (laboreigene Aufnahme) 
 
Um standardisierte Bedingungen zu schaffen, erhielten die Sportler während des Marathons 
pro Stunde je eine Banane und 750-ml-Getränk. Dieses enthielt pro Liter: 250-ml-Getränk mit 





Aus den Blutproben der Probanden, die während des „Radmarathon“ gewonnen wurden, 
wurden folgende Parameter ermittelt. 
 
Blutprobe analysierte Parameter 
1 x 7,5 ml EDTA Blut MNC  EPC 
1 x 1,4 ml Citrat Blut endotheliale Mikropartikel 
1 x 2,7 ml EDTA Blut großes Blutbild, Laktat, VEGF, IL–6 
 




3.5.1 Isolation der mononukleären Zellen (MNC) 
 
Die mononukleären Zellen werden mithilfe der Dichtegradientzentrifugation nach Boyum 
1964 isoliert. 
 
Bei dem für dieses physikalische Trennverfahren verwendeten Histopaque-1077 handelt es 
sich um ein ungeladenes Sucrose–Polymer, welches aufgrund seiner Dichte für 
Erythrozytenaggregate sowie tote Zellen durchgängig ist. Granulozyten dringen in die Ficoll–
Phase ein, Monozyten, Thrombozyten und Lymphozyten jedoch sammeln sich in der 
Interphase an. 
 
Schließlich werden periphere mononukleäre Zellen (Lymphozyten, Monozyten, NK–Zellen, 
Granulozyten) durch die folgende Zentrifugation von Erythrozyten, Thrombozyten und toten 
Zellen getrennt. 
 
Für diesen Prozess wurde jedem Probanden zu den jeweiligen o. g. Entnahmezeitpunkten ein 
großes EDTA–Röhrchen aus der zuvor in eine Vene des Unterarmes gelegten Verweilkanüle 
entnommen. 
 
Dieses gewonnene Blut wird im klinikeigenen Forschungslabor des Hauses unter sterilen 
Bedingungen in ein 15-ml-Röhrchen überführt und mit PBS/EDTA-Lösung auf ein 
Gesamtvolumen von 10 ml aufgefüllt. 
 
Als nächster Schritt werden in ein anderes 15-ml-Röhrchen 5 ml Histopaque-1077 pipettiert. 
Das verdünnte PBS/EDTA–Blut wird dann mittels einer 10-ml-Saugpipette langsam und 
vorsichtig über das Histopaque-1077 geschichtet, um eine Vermischung der Medien zu 
vermeiden. 
3.0 Material und Methoden 
 
 25 
Daraufhin folgt eine 30-minütige ungebremste (mit dem niedrigsten Bremsfaktor) 










Abbildung 9: Dichtegradient (Schichtung)               (laboreigene Aufnahme) 
Links:   Zustand nach unmittelbarer Schichtung des PBS/EDTA Blutes über Histopaque-1077 
             vor Zentrifugation 
Rechts: Zustand nach Zentrifugation und Trennung des Blutes nach Dichtegradient. Im  
             unteren Teil des Röhrchens befinden sich rote Erythrozyten und Thrombozyten, 
             unmittelbar darüber befindet sich die Trennsubstanz Histopaque-1077, unmittelbar 
             oberhalb des Histopaque-1077 befindet sich die Interphase mit den mononuklearen  
            Zellen (EPCs), darüber das Blutplasma  
 
Als nächstes wird die Interphase mit den enthaltenen mononukleären Zellen mit einer Pipette 
vollständig aufgenommen und in ein neues 15-ml-Röhrchen überführt. Dieses wird mit 
PBS/EDTA aufgefüllt. Dann erfolgt eine erneute Zentrifugation bei 1400 U/min (400 x g) für 
10 Minuten. Der entstandene Überstand wird verworfen und das gewonnene, gewaschene 
Pellet wird in 1000 µl PBS/EDTA resuspendiert. Anschließend wird die Zellzahl mithilfe 
einer Neubauer Zählkammer bestimmt und es werden je 5 x 106 Zellen auf zwei FACS-
Röhrchen verteilt. 
 
Zu den Zellen werden folgende Antiköper (je 10 µl) hinzugefügt, vermengt und für 30 
Minuten bei 4° C in Dunkelheit inkubiert: 
 
• KDR APC 
• CD3 APC – Cy7 
• CD34 PE – Cy7 
• CD133 PE 
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• CD146 FITC 
• CD184 PE – Cy5 
 
Danach werden die inkubierten Zellen mit zwei ml PBS/EDTA versetzt. Die Lösung wird 
erneut gemischt und es folgt nochmals eine Zentrifugation der Proben bei 1400 U/min für 10 
Minuten. Wieder wird der Überstand verworfen und das Pellet wird in 300 µl 0,5 % 
Paraformaldehyd/PBS resuspendiert. 
 
Jetzt können die Proben der Durchflusszytometrie direkt zugeführt werden oder mit einem 
Parafilm bedeckt im Kühlschrank bis zur Messung aufbewahrt werden. 
 
3.5.2 Vorbereitung des FACS Ansatzes zur Quantifizierung endothelialer Mikropartikel 
 
Bei endothelialen Mikropartikeln handelt es sich um Vesikel aus Zellmembranbestandteilen, 
die unter anderem von Gefäßzellen als Antwort auf Zellaktivierung oder Apoptose in das 
periphere Blut abgesondert werden. Je nach Ursprung tragen die Mikropartikel verschiedene 
Oberflächenantigene, welche mittels Antikörper markiert und durch FACS–Analyse detektiert 
werden können. 
 
Da sich die endothelialen Mikropartikel im menschlichen Blutplasma befinden, wurde den 
Probanden zu jedem Entnahmezeitpunkt 1,4 ml Citratblut entnommen. 
 
Dieses Blut wird mit 2800 x g 10 Minuten zentrifugiert, das Blutplasma in ein Eppendorf  
Röhrchen überführt und abermals bei 13000 x g für 2 Minuten zentrifugiert. 
 
Danach füllt man 100 µl des Überstandes in ein FACS–Röhrchen. Es folgt die Zugabe der 
Antikörper CD31 PE, CD62ePE – Cy5, CD42bFITC und CD45 APC und die Proben werden 
vermengt und 25 Minuten bei Dunkelheit bei 4° C inkubiert. 
 
Anschließend gibt man zu den Inkubationsansätzen 300 µl steril gefiltertes PBS zu, bevor sie 
im Durchflusszytometer analysiert werden.  
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3.5.3 Beschreibung des Verfahrens der Durchflusszytometrie 
 
Um die endothelialen Progenitorzellen während und nach der erschöpfenden Belastung im 
peripheren Blut quantifizieren zu können, bedienten wir uns der Durchflusszytometrie. Dieses 
Verfahren dient der Analyse von physikalischen und molekularen Eigenschaften von 
Partikeln. 
 
Ein Durchflusszytometer besteht aus einem Flüssigkeitssystem, welches die Zellen in einem 
Flüssigkeitsstrahl zum Messpunkt transportiert und sie im Zentrum des Laserstrahls 
fokussiert. Die Probenflüssigkeit wird dazu  in einen Hüllstrom injiziert (hydrodynamische 
Fokussierung) um zu gewährleisten, dass jeweils nur eine Zelle pro Zeiteinheit den Laser 
passiert und somit einzeln gemessen werden kann. Des Weiteren beinhaltet er eine Optik aus 
einem Argonlaser (488 nm), Linsen zur Fokussierung des Lasers sowie optische Spiegel und 
Filter. Das zu messende Streulicht entsteht, wenn Partikel das einfallende Licht des Lasers 
beugen. Die eingebauten Detektoren wandeln die optischen Signale des Lasers und der 
Fluoreszenzen (Photonen) in elektrische Signale um. 
 
 
Abbildung 10: schematischer Aufbau des Durchflusszytometers 
 




Vorbereitend werden die zu analysierenden Zellen mit fluoreszenzfarbstoffgebundenen 
Antikörpern gegen bestimmte Oberflächenrezeptoren inkubiert und gehen dabei eine 
Antigen–Antikörper–Reaktion ein. Um zwischen Oberflächenmolekül positiven und 
negativen Zellen zu unterscheiden, werden weitere Zellen zur Kontrolle mit unspezifischen 
Antikörpern des gleichen Isotyps markiert. Am Messpunkt trifft das monochromatische Licht 
des Lasers im rechten Winkel für einen Bruchteil einer Sekunde auf die im Probenstrom 
befindlichen Zellen. Hierbei werden die Streuung des Lichtes sowie die Fluoreszenzsignale 
erfasst. 
 
Die Abschwächung des Lichtstrahls in seinem geraden Verlauf bezeichnet man als forward 
scatter (FSC). Dies ist ein Maß für die Größe einer Zelle. Die Lichtstreuung im Winkel von 
90° wird Side scatter (SSC) genannt, mit dessen Hilfe sich Aussagen über die Granularität 
und Dichte der Zelle treffen lassen. 
 
Die Klassifizierung der Zellen erfolgt über die Analyse der Expression bestimmter 
Oberflächenantigene, sogenannter CD–Antigene. Dazu erfolgt die Bindung von Fluoreszenz 
markierten monoklonalen Antikörpern an die spezifischen CD–Antigene  
Immunphänotypisierung. 
 
Als antikörper–konjugierte Fluochrome werden Fluoreszenzfarbstoffe mit dem passenden 
Absorptions– und Emissionsspektrum verwendet. Es wurden je Probe 5 x 106  Zellen mit der 
Software CellQuest analysiert. 
 




Antikörper Antigen Expression Funktion 
KDR APC VEGFR2 Endothelzellen Rezeptotyrosinkinase  
Signaltransduktion 
CD3 APC–Cy7 CD3 T–Zellen Membranexpression 
und 
Signaltransduktion 





CD133 PE CD133 Stammzellen, 
Vorläuferzellen 
 
CD146 FITC CD146  Endothelzellen Adhäsion 











Antikörper Antigen Expression Funktion 









CD62e PE–Cy5 CD62E Endothelzellen Adhäsionsmolekül 





Tabelle 2: verwendete Antikörper und Antigene zur Identifizierung endothelialer  








3.5.3.1 Quantitative Bestimmung der endothelialen Progenitorzellen  
 
Die Auswertung der Datensätze kann mit Hilfe unterschiedlicher Darstellungen 
vorgenommen werden. Histogramme sind geeignet, um die Intensitätsverteilung einzelner 
Parameter eindimensional darzustellen und somit die Häufigkeitsverteilung auszudrücken. 
Eine weitere Möglichkeit zur Auswertung stellen zweidimensionale Dot–Plots 
(Punktwolkendarstellung) dar, bei denen auf der x- und y-Achse jeweils die 
Intensitätsverteilung von zwei Messparametern aufgetragen ist. Jede erfasste Zelle ist, 
entsprechend ihrer Intensität, als Punkt an einer x- und y–Position festgehalten. Diese Art der 
Darstellung lässt erkennen, ob von den untersuchten Zellen einzelne Messparameter 
gemeinsam oder unabhängig voneinander exprimiert werden und ob somit verschiedene 
Zellpopulationen nebeneinander bestehen. Zur Quantifizierung der Zellen kann der Dot-Plot 
mittels Quadrantenanalyse in vier Regionen unterteilt werden. In der Annahme, dass für jeden 
Parameter positive und negative Zellen existieren, werden in Form eines Kreuzes Schwellen 
auf der x- und y-Achse oberhalb der negativen Zellen gelegt. Anschließend wird die Anzahl 
der Zellen, die für die analysierten Parameter doppelt positiv, doppelt negativ oder jeweils nur 
für einen Parameter positiv sind, ermittelt. 
 
In der vorliegenden Arbeit wurden endotheliale Progenitorzellen als CD34+/KDR+ oder 
CD133+/KDR+ definiert. In einem ersten Schritt wurden die isolierten mononuklearen Zellen 
als SSC-FSC-Dotblot dargestellt. Dadurch konnten die einzelnen Subpopulationen der 
Leukozyten (Lymphozyten, Monozyten, Granulozyten und Zelltrümmer) anhand ihrer 
unterschiedlichen Eigenschaften bezüglich Zellgröße und Granularität voneinander getrennt 
dargestellt werden. Um die Population der Lymphozyten wurde ein erster Analyserahmen 
(Gate) R1 gelegt. Die Isotypenkontrolle wurde mit den fluoreszierenden Antikörpern versetzt. 
Im Anschluss wurden die Proben der Radsportler auf Gehalt an endothelialen Progentorzellen 
untersucht. Hierzu wurde erneut ein Gate (R2) um die Subpopulation der Lymphozyten 
gelegt. In einem nächsten Schritt wurde mithilfe der Quadrantenanalyse die Anzahl der 
endothelialen Progenitorzellen als CD34+/KDR+ Zellen ermittelt. 





Abbildung 11: Gating des Durchflusszytometers zur Quantifizierung der endothelialen  
                        Progenitorzellen 
1. Links oben: Dot-blot Isotypenkontrolle, Aufspaltung der Leukozyten in ihre 
Subpopulationen (Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten), um die Lymphozyten 
wurde das Gate R1 gelegt 
2. Links unten: Quadrantenanalyse der fluoreszenzmarkierten Isotypenkontrolle 
3. Rechts oben: Dot-blot der zu analysierenden Probe aus Radmarathonstudie, um die 
Subpopulation der Lymphozyten wurde ein Gate R2 gelegt 
4. Rechts unten: Quadrantenanalyse der fluoreszenzmarkierten Probandenprobe. Im 




3.5.3.2  Quantitative Bestimmung der endothelialen Mikropartikel 
 
Die endothelialen Mikropartikel wurden in dieser Arbeit als CD42b-/CD31+ oder CD42b-
/CD62+ und kleiner 1,5 µm definiert. Zur Analyse bedienten wir uns eines Histogramms.  In 
einer ersten Messung wurden die Partikel < 1,5 µm detektiert und ein Analyserahmen darum 
gelegt. In der zweiten Messung wurde um die CD42-Mikropartikel ein Analyserahmen gelegt, 
welcher für die letzte Messung auf CD62+ oder CD31+ fluoreszierende Antikörper 
beibehalten wurde. 




Abbildung 12: Histogramm zur Quantifizierung endothelialer Mikropartikel 
 
 
3.5.4 Bestimmung der Seren–Spiegel von VEGF und Interleukin 6 
 
Die Quantifizierung der Parameter erfolgte mit einem hochsensitiven Enzyme – Linked 
Immunosorbend Assay (ELISA). (R&D Systems, Heidelberg) entsprechend den Anleitungen 
des Herstellers. Die Resultate wurden mit den jeweiligen Eichkurven verglichen. Die unteren 
Nachweisgrenzen  für VEGF lag bei 9 pg/ml für IL-6 0,039 pg/ml. 
 






Die durch Durchflusszytometrie erhobenen Daten wurden mithilfe der Software Cellquest 
(BD Biosciences) ausgewertet. 
 
Alle Ergebnisse dieser Arbeit sind als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes 
angegeben. Die ermittelten Messdaten wurden mit dem Kolmogorov–Smirnov–Test auf 
Normalverteilung überprüft. Daran schloss sich ein einfaktorieller ANOVA–Test an. Dieser 
wurde eingesetzt, um eine signifikante Varianz der Mittelwerte eines bestimmten Parameters 
in mehr als zwei Gruppen aufzudecken. Im letzten Schritt, dem Tukey–Kramer-Test, der zur 
Gruppe der Post-Hoc-Tests gehört, handelt es sich um einen paarweisen t-Test für nur 
gleichgroße Gruppen um die Ergebnisse des ANOVA-Tests zu verifizieren. 







Die erhobenen anthropometrischen Daten sowie die Ergebnisse der Gesundheitsbeurteilung 
und Leistungsdiagnostik sind in Tabelle 1 dargestellt. Hieraus wird der gute 
Gesundheitszustand und die körperliche Fitness der 18 involvierten Probanden ersichtlich. 
 
17 der 18 Teilnehmer vollendeten den 4-stündigen „Fahrradmarathon“ bei der zuvor 
festgelegten Leistung von 70 % der individuell anaeroben Schwelle. Ein Sportler brach nach 
235 Minuten ab. 
 
Parameter Mittelwert Standardabweichung 
 MW SD 
Alter in Jahren 
 
 
  32,4 
 
 
    2,3 
Größe [cm] 181,5     7,6 
Gewicht [kg]   78,1   10,4 
Body mass index [kg/m²]   23,6     0,6 
Körperfett [%]   12,1     0,8 
Herzfrequenz in Ruhe [1/min]   58     2,5 
max. Herzfrequenz [1/min] 185,8     2,0 
Blutdruck systolisch Ruhe [mmHg] 125,8     2,0 
Blutdruck diastolisch Ruhe [mmHg]   82,5     1,5 
max. Sauerstoffaufnahme (VO2max)  [ml/min/kg]   59,8     2,3 
max. Leistung [Watt] 342,5   11,8 
Leistung IAS [Watt] 230,7   12,6 
Leistung bei ind. anaeroben Schwelle [Watt] 161,6     8,8 
C-reaktives Protein [mg/l]     1,31     0,3 
Cholesterol [mmol/l]     4,82     0,17 
Triglyceride [mmol/l]     0,95     0,13 
HDL [mmol/l]     1,68     0,08 
LDL [mmol/l]     2,71     0,16 
 






4.2 Zeitlicher Verlauf der Herzfrequenz während des Radmarathons 
 
Während des Belastungstests kam es zu einer stark signifikanten Zunahme der Herzfrequenz. 
In der Abbildung 13 ist zu sehen, dass der Puls in den ersten 5 Minuten stark anstieg und es 
danach zu einer stetigen Zunahme kommt. Das Maximum wurde nach 240 Minuten mit 
185,8/min + 2 erlangt. Zu diesem Zeitpunkt erreichten die Probanden ~81, 8 + 1,6 % der 
maximalen Herzfrequenz des zuvor durchgeführten kardiopulmonalen Belastungstests der 
Voruntersuchungen. Schon eine Stunde nach Beendigung des Radmarathons sank der Puls der 




Abbildung 13: Auswertung der Herzfrequenz der Probanden während des Tests. Die Werte 
                         sind als Mittelwerte + Standardabweichungen dargestellt. § p < 0,001 vs.  





4.3 Zeitlicher Verlauf der Serumlaktatkonzentration  
 
Bei der Serumlaktatkonzentration, dargestellt in Abbildung 14, zeigten sich im Laufe der 4-
stündigen körperlichen Belastung keine statistisch signifikanten Steigerungen. Dies ist als 
Beleg für den aeroben Verlauf des Tests zu werten. 
 
Abbildung 14: Serumlaktatkonzentration der Probanden während des Tests. Dargestellt sind 











4.4 Analyse der Blutbilder 
 
Die Analyse des Blutbildes der Probanden zeigte im zeitlichen Verlauf des Radmarathons, 
wie in Abbildung 15 zu sehen ist, einen stark signifikanten (p < 0,001) Anstieg der 
Leukozyten von 5,14 + 0,23 auf 12,46 + 0,76 nach 240 Minuten. Dies entspricht dem 
2,42fachen des Ausgangswertes. Zusätzlich war, wie in Abbildung 16 dargestellt, eine stark 
signifikante (p < 0,001) Zunahme der Thrombozytenkonzentration im peripheren Blut von 
2,16 + 9 auf 29 + 9 nach vier Stunden nachzuweisen. Dies entspricht einer Erhöhung um 35 
% im Bezug zum Ausgangswert. Außerdem war eine stark signifikante (p < 0,001) Steigerung 
der Konzentration der neutrophilen Granulozyten von 0,53 + 0,01 % auf 0,72 + 0,01 % zu 
verzeichnen. 
 
Währenddessen ließ sich eine stark signifikante Abnahme des Anteils der Monozyten von 
0,076 + 0,003 % auf 0,062 + 0,003 % sowie des Anteils der Lymphozyten von 0,35 + 0,01 % 
auf 0,20 + 0,01 % im peripheren Blut ermitteln. Auch diese Angaben beziehen sich auf den 
Vergleich zwischen Belastungsende und dem Ausgangswert. 
 
Die Werte für Hämoglobin, Hämatokrit und Erythozyten zeigten dagegen keine signifikanten 
Änderungen über die Zeit. Weiterhin war zu erkennen, dass die genannten Veränderungen 24 
Stunden nach Belastungsende nicht mehr nachweisbar waren und die Blutparameter  wieder 













nach 240 min 
24 Stunden nach 
Belastungsende 
Hämatokrit 0,43 0,43 0,42 
Hämoglobin 
(mmol/l) 
9,46 + 0,17 9,58 + 0,12 9,18 + 0,15 
Erythrozyten (Tpt/l) 5,00 + 0,08 5,06 + 0,07 4,83 + 0,07  
Leukozyten (Gpt/l) 5,14 + 0,23 12,46 + 0,76 * 5,75 + 0,22 
Thrombozyten 
(Gpt/l) 
2,16 + 9 291 + 9 * 217 + 8 
Neutrophile 
Granulozyten (%) 
0,53 + 0,01 0,72 + 0,01 * 0,55 + 0,02 
Monozyten (%) 0,076 + 0,003 0,062 + 0,003 * 0,080 + 0,005 
Lymphozyten (%) 0,35 + 0,01 0,20 + 0,01 * 0,34 + 0,02 
 
Angegeben sind Mittelwerte + Standardabweichung. < 0,01 vs. Baseline, Gpt : Gigapartikel, Tpt: Tetrapartikel 
 






Abbildung 15: graphische Darstellung des zeitlichen Verlaufs der Anzahl der Leukozyten im  








Abbildung 16: zu sehen ist der signifikante Anstieg der Thrombozytenkonzentration im 
                         peripheren Blut der Sportler. Dargestellt sind Mittelwerte +  





4.5 Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse 
 
Die Auswertung der Ergebnisse der Durchflusszytometrie zur quantitativen Bestimmung von 
CD34pos  und CD133pos Zellen, definiert als zirkulierende Progenitorzellen, ergab einen 
zeitabhängigen stark signifikanten Zuwachs (p < 0,001 vs. Baseline) der Parameter. 
 





Bei den CD 34pos Zellen ist, wie in Abb. 17 zu sehen, ein Anstieg auf das 3,1fache nach 240 
Minuten Fahrzeit zu verzeichnen. Im zeitlichen Verlauf nach 180 Minuten absolvierter 
Belastungszeit war die erste signifikante (p < 0,05 vs. Baseline) Erhöhung zu ermitteln. Der 
Anstieg setzte sich mit länger andauernder Belastungszeit fort und erreicht das Maximum 
nach 240 Minuten. Das Ergebnis entspricht dem 3,1fachen des Ausgangswertes und ist damit 




der Zellpopulation stufenweise zurück und erreicht 24 Stunden nach Beendigung des 




Abbildung 17: Zeitlicher Verlauf der CD34
pos 
Zellen während und nach dem Radmarathon 
                         im peripheren Blut der Probanden. Dargestellt sind Mittelwerte 





4.5.2 Quantitative Bestimmung der CD133
pos
 im peripheren Blut 
 
 In Abbildung 18 ist der zeitliche Verlauf der quantitativen Bestimmung der CD133pos Zellen 
im peripher venösen Blut der Teilnehmer graphisch dargestellt. Zu sehen ist, dass die 
Konzentration der CD133pos zirkulierenden Progenitorzellen ab 90 Minuten Fahrzeit 
kontinuierlich anstieg. Der erste signifikante Anstieg mit p < 0,05 im Bezug zur Baseline ist 
nach 150 Minuten zu verzeichnen. Das Maximum wurde bei dieser Zellpopulation nach 210 
Minuten erreicht. Im Vergleich zum Ausgangswert hat sich zu diesem Zeitpunkt die Anzahl 
der CD133pos Zellen auf das 2,5fache erhöht. Dieses Ergebnis ist mit p < 0,001 vs. Baseline 





Weiterhin zu erwähnen ist, dass der Spiegel der CD133pos Zellen während den ersten 60 
Minuten der Erholungsphase signifikant abfällt, dann nochmal eine signifikante Erhöhung 
(p < 0,001 vs. Baseline) nach zwei Stunden Erholung zu messen war. Auch diese 





Abbildung 18: Zeitlicher Verlauf der Anzahl der CD133
pos
 Zellen/ml Blut. Dargestellt sind  





4.6 Quantitative Bestimmung der endothelialen Progenitorzellen 
 
In dieser durchgeführten Studie wurden die endothelialen Progenitorzellen zum einen als 












Bei der quantitativen Bestimmung der CD34/KDR doppelt positiven endothelialen 
Progenitorzellen ließ sich im zeitlichen Verlauf während des 4-stündigen Radmarathons bei 
einer Belastung von 70 % der individuell anaeroben Schwelle ein signifikanter Zuwachs der 
Zellpopulation im peripher venösen Blut nachweisen. 
 
Wie in Abbildung 19 zu erkennen ist, hat sich die Anzahl der CD34/KDR doppelt positiven 
EPCs im Laufe des  Belastungstests stufenartig erhöht. Das Maximum wurde nach 240 
Minuten erreicht. Dies entspricht dem 5,5fachen des Ausgangswertes und ist mit p < 0,001 
gegenüber dem Ausgangswert statistisch signifikant. 
 
Auch in diesem Fall ergab die quantitative Analyse ein Rückgang der CD34pos/KDRpos 
endothelialen Progenitorzellen 24 Stunden nach Beendigung des Tests auf Werte des 
Ausgangsniveaus. 
 





                        endothelialer Progenitorzellen / ml Blut im peripheren venösen Blut während  
                        des vier Stunden anhaltenden Fahrradmarathons und der sich anschließenden  











 Zellen  
 
 
Die Konzentration der CD133pos/KDRpos endothelialen Progenitorzellen im Blut der 
teilnehmenden Probanden zu den jeweiligen Blutentnahme Zeitpunkten ist in Abbildung 20 
graphisch dargestellt. Hier zeigt sich eine vorerst bis 150 Minuten Fahrzeit ein mäßiger 
Zuwachs der Konzentration. Zwischen 150 und 210 Minuten steigt die Konzentration 
signifikant an, bis sie bei 210 Minuten Fahrzeit sich auf das 3,5fache des Ausgangswertes 
steigert. Dieses Ergebnis ist mit p < 0,001 vs. baseline statistisch signifikant. Ab diesem 
Zeitpunkt sinkt die Konzentration der Zellen kontinuierlich bis eine Stunde nach Testende ab. 
Zwei Stunden nach Belastungsende steigt die Konzentration nochmals signifikant an 
(p < 0,01) bis sie 24 Stunden danach wieder auf Werte wie die vor dem Start abfällt.   
 
 




 endothelialer  
                        Progenitorzellen während des 4 stündigen Radmarathons und der  
                        anschließenden Erholungsphase. Dargestellt sind Mittelwerte +  





4.7 Quantitative Bestimmmung der reifen Endothelzellen und endothelialen 
Mikropartikel 
 
4.7.1 Bestimmung der Anzahl CD146
pos
 reifer Endothelzellen 
 
Um herauszufinden, ob während einer solch starken körperlichen Anstrengung wie das 
Absolvieren eines Radmarathons über vier Stunden bei einer Leistung die 70 % der 
individuell anaeroben Schwelle, die Endothelzellschicht der Gefäße beschädigt wird, wurde 
die Konzentration der reifen Endothelzellen definiert als CD146pos Zellen im peripher 
venösen Blut mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Wie in Abbildung 21 zu sehen ist, ließ 
sich ein signifikanter Anstieg der Konzentration zwischen 120 min Fahrzeit und nach zwei 
Stunden Erholungsphase ermitteln. Das Maximum der zu detektierenden CD146pos Zellen 
wurde nach 210 Minuten erreicht. Zu diesem Zeitpunkt ließ sich eine Steigerung der 
Konzentration auf das 5,4fache des Ausgangswertes nachweisen. 
 
Zusätzlich zeigte sich bei der Datenanalyse eine signifikante positive Korrelation 
(r = 0,77; p = 0,0007) zwischen der maximalen Änderung der Konzentration CD146pos Zellen 
und der größten Konzentrationserhöhung CD133pos Zellen. Auch zwischen dem maximalen 
Konzentrationsanstieg CD146pos Zellen und der ausgeprägtesten Veränderung der 
Konzentration CD34pos  Zellen ließ sich eine signifikant positive Korrelation 
(r = 0,52; p = 0,046) belegen. Bezüglich der maximalen Änderung des CD146pos Zellen und 
der am stärksten ausgeprägten Änderung des CD133pos/KDRpos Spiegels während der Studie 
war ein positiver Trend (r = 0,5 ; p = 0,06) ersichtlich. 
 
24 Stunden nach Beendigung des „Radmarathons“ befindet sich die Konzentration der reifen 






Abbildung 21: Zeitabhängige Konzentrationsänderung der reifen Endothelzellen (CD146
pos
) 
                         während des Radmarathons und der anschließenden Erholungsphase.  
                         Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichung. 
 
 
4.7.2 Quantitative Bestimmung der endothelialen Mikropartikel mittels  
            Durchflusszytometrie 
 
Die Mikropartikel wurden in dieser Arbeit als Teilchen mit einer Größe < 1,5 µm und für das 
Antigen CD42b negativ definiert. Endotheliale Mikropartikel waren charakterisiert als 
Partikel mit einer Größe 1,5 µm für das Antigen CD42b negativ sowie für das Antigen 
CD62E positiv. 
 
Wie in Abbildung 22 dargestellt, ließ sich während der Fahrzeit des Radmarathons und der 
sich daran anschließenden Erholungsphase weder eine signifikante Änderung der Anzahl von 







Abbildung 22: zeitlicher Verlauf der Anzahl von Mikropartikeln (■) und endothelialen 
                         Mikropartikeln (●) während der Fahrzeit und Erholungsphase im  





4.8 Ermittlungen der Serumkonzentration von VEGF im Zeitverlauf 
 
Die Serumkonzentration von VEGF wurde aus EDTA Blut der Probanden zu jedem 
Entnahmezeitpunkt mithilfe eines hochsensitiven ELISA erfasst. Wie in Abbildung 23 zu 
sehen ist, ergaben die Messungen einen signifikanten Anstieg des VEGF-Spiegels nach 10 
Minuten verglichen mit dem Ausgangswert (Baseline 79,8 + 15,4 vs. 132,6 + 32,1 pg/ml nach 
10 Minuten Fahrzeit p<0,05). Dieser Anstieg war jedoch nach 15 Minuten nicht mehr 
nachzuweisen. 
 
Eine signifikant positive Korrelation konnte ermittelt werden zwischen der maximalen 




(r = 0,67; p = 0,0045). Die Überprüfung einer positiven Korrelation zwischen der maximalen 
Änderung des VEGF– oder IL-6-Spiegels und der den CD34pos/KDRpos endothelialen 
Progenitorzellen erwies jedoch keine Signifikanz. 
 
 
Abbildung 23: Zeitlicher Verlauf der Serumkonzentration von VEGF. Dargestellt sind  







4.9 Bestimmungen der Serumkonzentration von IL–6 im Zeitverlauf 
 
 
Auch zur Erfassung der Konzentrationen von IL–6 im Serum des Blutes der 
Radmarathonfahrer wurde ein hoch sensitiver ELISA verwendet. 
 
Hierbei zeigte sich bei der Auswertung im Verlauf eine stetige Zunahme des IL–6 Spiegels 
mit einem Maximum 30 Minuten in der Erholungsphase wie in Abbildung 24 dargestellt. Zu 
diesem Zeitpunkt entspricht die Konzentration des Parameters 16,5 + 3,5fach dem Wert vor 
Beginn der Fahrzeit. Dieses Ergebnis ist mit p < 0,001  als hochgradig signifikant zu werten. 
24 Stunden nach Beendigung des Tests war ein Absinken der IL–6 Konzentration zurück in 






Abbildung 24: Zeitlicher Verlauf der Serumkonzentration von IL–6 in pg/ml während und 






Wie bereits in der Einleitung umfassend dargelegt, führt sportliche Aktivität zu einer 
Steigerung der Konzentration von zirkulieren Progenitorzellen sowie endothelial 
vordifferenzierter endothelialer Progenitorzellen im peripheren Blut. Es gibt jedoch nur 
wenige verfügbare Daten, wie sich eine über längere Zeit andauernde erschöpfende 
körperliche Anstrengung, wie z. B. das Laufen eines Marathons oder Radfahren, über eine 
gewisse Zeitperiode auf die Konzentration endothelialer Progenitorzellen auswirkt. Um 
diesen Sachverhalt zu untersuchen, wurde die vorliegende Arbeit durchgeführt. 
 
Das Ziel dieser Arbeit bestand darin zu klären, welche Wirkung ein über vier Stunden 
andauernder Radmarathon mit einer festgelegten Leistung der Teilnehmer von 70 % der zuvor 
ermittelten individuell aeroben Schwelle (IAS) auf den zeitlichen Verlauf der 
Konzentrationsänderung endothelialer Progenitorzellen hat. 
 
Aus der hier durchgeführten Studie mit 18 gesunden, gut trainierten Teilnehmern, welche 
einen 4-stündigen Radmarathon unter standardisierten Bedingungen absolvierten, ließen sich 
signifikante Veränderungen der Konzentration verschiedener Blutzellen wie Leukozyten, 
Monozyten, Thrombozyten und Lymphozyten nachweisen. 
 
Die wichtigsten Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit lassen sich wie folgt 
zusammenfassen: 
 
1. Es ließ sich ein signifikanter Anstieg der Konzentration hämatopoietischer CD34pos  
und CD133pos Progenitorzellen wie auch endothelialer Progenitorzellen 
CD34pos/KDRpos  oder CD133pos/KDRpos nach dem standardisierten Ausdauertest 
ermitteln. 
2.  Der Anstieg in den verschiedenen Zellpopulationen war begleitet von einer 
signifikanten Erhöhung der reifen Endothelzellen (CD146pos), des VEGF–Spiegels 





3. Die genauere Erhebung des Zeitrahmens der Zellmobilisierung während des Sports 
zeigt eine zeitverzögerte Freisetzung zirkulierender endothelialer Progenitorzellen mit 
einer maximalen Konzentrationsänderung nach 210 Minuten körperlicher Aktivität in 
den meisten Fällen. 
4. Alle erhobenen Konzentrationsänderungen der einzelnen Zellpopulationen waren 
spätestens 24 Stunden nach Beendigung des Radmarathons wieder auf 
Ausgangsniveau gefallen und somit nicht mehr detektierbar. 
 
Diese Resultate zeigen, dass eine über vier Stunden andauernde körperlich erschöpfende 
Aktivität bei 70 % IAS zu einem signifikanten Anstieg der Vorläuferzellen (hämatopoietische 
und endotheliale Progenitorzellen) führt. Eine mögliche Ursache dafür liegt eventuell in 
einem erhöhten VEGF–Spiegel im peripheren Blut der Probanden und einer Veränderung in 
der Endothelzellschicht. Diese Prozesse könnten auch als physiologische Gegenregulation 
angesehen werden, um eine intakte Endothelzellschicht aufrecht zu erhalten. 
 
 
5.1 Einfluss erschöpfender Belastung auf die Konzentration von Blutbildparametern 
 
Wie bereits in vorangegangenen Arbeiten von Kindermann (Kindermann 1997) und Peak 
(Peake 2002) beschrieben, führt Ausdauersport zu einer signifikanten Zunahme der 
Leukozyten sowie Leukozyten Subpopulationen im peripher venösen Blut der Sportler. Eine 
australische Arbeitsgruppe um Kakanis (Kakanis 2010) beschäftigte sich kürzlich mit dem 
zeitlichen Verlauf der Konzentrationen von Immunzellen und deren Funktionsänderung im 
Blut athletischer Probanden vor und einschließlich acht Stunden nach einem zweistündigen 
Radrennen. Die Auswertung der Leukozytenkonzentration sowie der Leukozyten-
Subpopulationen zeigte dabei einen biphasischen Verlauf, möglicherweise hervorgerufen 
durch die Ausschüttung von Katecholaminen, gefolgt von Cortisol Freisetzung wie bereits in 
der Literatur beschrieben (Deutsch 2007). 
 
Auch die Konzentration der Thrombozyten nimmt während des Ausdauersportes zu. Eine 
zusammenfassende Arbeit von Lippi und Kollegen (Lippi 2009) zu diesem Thema besagt, 
dass die Anzahl der Thrombozyten sowie die Reaktivität und Aggregation der Thrombozyten 




Erholungsphase jedoch durch eine eingeschränkte Funktion der Blutplättchen kompensiert, 
bis der Thrombozytenspiegel 24 Stunden nach Belastungsende wieder physiologische Werte 
erreicht. 
 
Diese Ergebnisse lassen schlussfolgern, dass das gewählte Studienprotokoll der vorliegenden 
Arbeit durchaus adäquat ist, um eine solche bekannte zelluläre Antwort zu provozieren. 
 
5.2 Auswirkung von erschöpfender körperlicher Aktivität auf reife Endothelzellen 
 
Zirkulierende reife Endothelzellen, definiert als CD146pos Zellen, werden in der Literatur als 
zellulärer Marker für Endothelschäden angesehen (Erdbruegger 2006). Eine erhöhte Anzahl 
dieser  Endothelzellen im peripheren Blut wurde bei bestimmten Zuständen mit 
Gefäßschäden, wie zum Beispiel bei akutem Koronarsyndrom (Lee 2005), bei akuter und 
chronischer Herzinsuffizienz (Chong 2006) und kürzlich auch nach erfolgreicher 
kardiopulmonaler Reanimation (Fink 2010) nachgewiesen. 
 
In der durchgeführten Arbeit zeigte sich nach 120 Minuten Fahrzeit ein Anstieg der CD146pos 
Zellen mit einem Maximalwert nach 210 Minuten. Basierend auf diese Beobachtungen stellt 
sich die Frage nach möglichen Auslösern für diese Erhöhung der Konzentration reifer 
Endothelzellen im peripheren Blut der Radsportler. Eine Hypothese ist, dass eine stetige 
Scherbelastung zur Ablösung von reifen Endothelzellen aus dem Zellverband führt. Jedoch 
gibt es in der bisher verfügbaren Literatur noch keine wissenschaftlichen Belege für diese 
Vermutung. 
 
Andere Faktoren, welche auch als potentielle Einflussfaktoren auf die adhäsiven 
Eigenschaften der reifen Endothelzellen diskutiert werden, sind Proteasen und/oder Zytokine 
(Erdbruegger 2006). Des Weiteren kommt eine einfache mechanische Verletzung der 
Endothelschicht in Frage (zusammengefasst in Erdbruegger 2006). 
 
Weitere Untersuchungen sind jedoch nötig, um die molekularen Mechanismen und 






5.3 Auswirkung von Ausdauersport auf Mikropartikel und endotheliale Mikropartikel 
 
Noch nicht lange zurückliegend wurden in der Literatur endotheliale Mikropartikel (EMP), 
definiert als CD31pos/CD42pos Mikropartikel, als Ersatzmarker für Endothelschäden im 
Rahmen von Erkrankungen beschrieben (Pirro 2006). Ihnen wird sogar eine prognostische 
Aussagekraft zugesprochen. Erhöhte Konzentrationen endothelialer Mikropartikel wurden bei 
Arteriosklerose, Patienten mit akutem Koronarsyndrom, peripher arterieller 
Verschlusskrankheit, Schlaganfall, tiefer Beinvenenthrombose und pulmonaler Embolie, 
Diabetes mellitus, hämatologischen Erkrankungen, terminaler Niereninsuffizienz und bei 
Patienten mit kardiovaskulären Risikofaktoren gefunden (zusammenfassend dargestellt Gilles 
2009). 
 
Noch ist unklar, ob endotheliale Mikropartikel von im Zellverbund befindlichen 
Endothelzellen oder zirkulierenden Endothelzellen abstammen. In dieser Studie konnte keine 
Veränderung weder der Konzentration von Mikropartikeln noch der endothelialen 
Mikropartikel nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis könnte ein Hinweis darauf sein, dass 
eine körperliche Belastung, wie in dieser Arbeit durchgeführt, nicht von massiven 
Endothelverletzungen begleitet wird. Nichts desto trotz können wir die Möglichkeit eines 
sportinduzierten Endothelschadens nicht ausschließen. 
 
In einer späteren Arbeit von Uhlmann (Uhlmann 2012) wurden Proben verschiedener 
Ausdauertests, inbegriffen die Proben dieser Arbeit, auf Endothelzellschaden und 
Muskulaturschaden mithilfe von mikro RNA 126 und mi RNA 133 untersucht. In deren 
Arbeit zeigte sich ein signifikanter Anstieg der mikro RNA 126 als Marker für 
Endothelzellschaden nach 30 Minuten Fahrzeit des Radmarathons bis zum Belastungsende. 
Ein Anstieg der mikro RNA 133 als Marker für Muskelzellschaden blieb aus. Somit waren 
die endothelialen Mirkopartikel mit den verwendeten Antikörpern in dieser Arbeit nicht 
detektiert worden. 
 
5.4 Marker für die Reparatur des Endothels  
 
Bezüglich der Mobilisierung von hämatopoietischen Vorläuferzellen wie CD34pos  oder 




CD133pos/KDRpos war im zeitlichen Verlauf ein signifikanter Anstieg nach 210 bis 240 
Minuten Fahrzeit zu verzeichnen. Nach unserem Wissen ist dies die erste Arbeit, welche die 
Zeitabhängigkeit der Konzentrationsänderung der Zellpopulationen während einer 
erschöpfenden Ausdauerbelastung wie der eines ,,Radmarathons” untersuchte. 
 
Bisher beschäftigten sich die meisten Studien entweder mit einem einzelnen Wettkampf und 
erfassten dabei die Konzentration der endothelialen Progenitorzellen vor dem Start und 
unmittelbar nach Belastungsende, um die Freisetzung der Zellen während einer körperlichen 
Belastung aus dem Knochenmark beurteilen zu können (Van Craenenbroeck 2008, Shaffer 
2006, Adams 2004). 
 
Ein weiteres Studiendesign bestand darin, die Probanden eine vorher definierte Zeitperiode 
Sport treiben zu lassen um im Anschluss zu beleuchteten, welche Wirkung die sportliche 
Intervention auf die Freisetzung von endothelialen Progenitozellen hat (Hoetzer 2007, Laufs 
2004, Laufs 2005, Sandri 2005). In Hinsicht auf die Konzentration von EPC war ein 
signifikanter Anstieg am Ende der körperlichen Belastung nachweisbar in dieser Studie sowie 
auch in der kürzlich von Goussetis durchgeführten Arbeit (Goussetis 2009). In einer zuvor 
veröffentlichen hauseigenen Marathonstudie konnten diese Ergebnisse nicht erzielt werden 
(Adams 2008). Ein möglicher Grund könnten das ältere Probandenkollektiv oder die 
unterschiedlichen Disziplinen Laufen vs. Radfahren gewesen sein. 
 
Zusammenfassend lassen diese Ergebnisse vermuten, dass die Erhöhung der EPC-
Konzentration im peripheren Blut eine klare Reaktion der Endothelzellschicht auf einen 
Endothelzellschaden beschreibt. Diese Auffassung wird unterstützt von der Publikation durch 
Dawson et al. 2008. Sie beschrieben Veränderungen in der endothelabhängigen 
Vaskularisierung der Femoralarterie nach dem Londoner Marathon. Ein möglicher Auslöser 
für die Störung der Endothelfunktion könnte ein erhöhter lokaler oxidativer Stress im 
Skelettmuskel sein, welcher unterstützt wird durch die Steigerung der IL–6 Konzentration im 
peripheren Blut der Probanden, wie auch in dieser vorliegenden Studie nachzuweisen ist. Es 
bleibt nach wie vor ungewiss, ob der Zuwachs an EPCs einen Reparaturvorgang der 





5.5 VEGF als Auslöser zur Freisetzung von Progenitorzellen 
 
Eine verstärkte Mobilisierung von hämatopoietischen Stammzellen aus dem Knochenmark 
wurde bei allen bisher untersuchten Spezies beobachtet, was die Vermutung nahe legt, dass 
ähnliche Mechanismen daran beteiligt sind. Es hat den Anschein, dass während des Prozesses 
der Freisetzung im Knochenmark ein Zusammenspiel zwischen Chemokinen, Zytokinen, 
Proteasen und Adhäsionsmolekülen stattfindet (Khakoo 2005, Grundewald 2006, Heissig 
2002, Aicher 2005). Auch wenn die molekularen Zusammenhänge, welche zur Freisetzung 
von EPCs führen, bis heute noch nicht endgültig aufgedeckt sind, so weisen doch einige 
Studien der derzeitig verfügbaren Literatur darauf hin, dass VEGF eines der potentesten 
Moleküle ist, um die Freisetzung von EPCs herbeizuführen (Asahara 1999, Kalka 2000). Man 
geht davon aus, dass der dahinter verborgene Mechanismus über VEGF zu einer Aktivierung 
von Matrix–Metalloproteinase–9 führt. Diese wiederum stimuliert Stammzellen von einer 
ruhigen Nische des Knochenmarks zur vaskulären Zone des Knochenmarks zu wandern 
(Heissig 2003). Dass die Aktivierung von MMP–9 ein wichtiger Zwischenschritt darstellt, 
wird durch die gestörte Freisetzung von Progenitorzellen bei MMP-9 knockout Mäusen 
untermauert (Heissig 2002). 
 
In der hier vorliegenden Arbeit war eine temporäre signifikante Erhöhung des VEGF–
Spiegels im peripher venösen Blut der Teilnehmer nach 10 Minuten Fahrzeit zu beobachten. 
Dieser Vorgang geht der Steigerung der endothelialen Progenitorzellkonzentration klar vor-
aus. Welche sind die möglichen Mechanismen, mit denen man den schnellen Zuwachs der 
VEGF–Konzentration erklären könnte? Die Neusynthese über Transkription und Translation 
gefolgt von erhöhter Sekretion steht außer Frage, da dieser Prozess mindestens vier bis sechs  
Stunden nach dem initialen Stimulus in Anspruch nimmt. Eine andere mögliche Erklärung 
könnte die Sekretion von vorsynthetisiertem VEGF sein, welches in internen Vesikeln der 
neutrophilen Granulozyten, Megakaryozyten, Lymphozyten und Makrophagen gespeichert ist 
(Berse 1992, Möhle 1997, Taichmann 1997). 
 
Ein weiterer Faktor, der die Sekretion von VEGF kontrolliert, ist die Proteinkinase B, auch 
bekannt als AKT (Takahashi 2002). In Zellkulturmodellen bewirkte eine aktive Form von 
AKT eine Förderung der Freisetzung von VEGF aus der glatten Muskulatur der Koronar-
gefäße, eine Wirkung, die unabhängig von hypoxia–inducible–factor HIF 1 α zustande kommt 




bisher nicht identifiziertes Signal erzeugt, welches direkt oder auf indirektem Weg die Frei-
setzung von VEGF aus internen Speichern herbeiführt. Um diese aufgestellte Hypothese 






Wie von Thomas et al. 2008 berichtet wurde, unterliegen zirkulierende endotheliale Progeni-
torzellen tageszeitlichen Schwankungen. Da in dieser Arbeit keine Kontrollgruppe einge-
schlossen wurde, bleibt der genaue Einfluss dieser Tagesschwankungen auf die Trainings-
einheit ungewiss. Der detektierte Anstieg der endothelialen Progenitorzellen kann mechanis-
tisch wie folgt erklärt werden: 
 
1. EPCs werden direkt aus dem Knochenmark freigesetzt durch bestimmte Stimuli 
2. Es differenzieren sich mehr CD34pos Zellen in EPC und erhöhen somit ihre Anzahl im 
peripheren Blut der Probanden 
 
Welcher der Mechanismen für den beobachten Anstieg der endothelialen Progenitorzellen in 
dieser Arbeit während des Radmarathons verantwortlich ist, kann mit dem gewählten 
Studiendesign nicht beantwortet werden. Eine weitere Frage, die unbeantwortet bleiben wird  
ist, ob der frühe Anstieg der VEGF–Konzentration mit Sicherheit verantwortlich ist für die 
vermehrte Mobilisierung von endothelialen Progenitorzellen aus dem Knochenmark. Um 
diese Frage zu beantworten, ist auch ein anderes Studiendesign notwendig. Da es sich bei den 
in die Studie eingeschlossenen Probanden nur um gesunde, gut trainierte Sportler handelte ist 
im Moment nicht mit Sicherheit zu sagen, ob der gleiche Effekt einer erschöpfenden 






Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit war die Annahme, dass ein Endothelzellschaden ein 
Schlüsselreiz zur Freisetzung von zirkulierenden Progenitorzellen darstellt.  Diese Hypothese 
wird dadurch gestützt, dass in vorangehenden in vitro Untersuchungen bestätigt wurde, dass 
endotheliale Progenitorzellen in das Endothel migrieren und die entstandenen Endothelzell-
defekte schließen. 
 
Wie in der Einleitung umfassend dargelegt, stellt der Sport einen physiologischen Reiz zur 
Freisetzung von endothelialen Progenitorzellen dar. Um nicht unter anaeroben Bedingungen 
zu untersuchen, welches einen zweiten Schlüsselreiz zur Freisetzung von Progentorzellen 
darstellt, wurde während der Voruntersuchung der Probanden die individuell anaerobe 
Schwelle jedes einzelnen ermittelt. Die Probanden absolvierten den Radmarathon bei 70 % 
Leistung der individuell anaeroben Schwelle. In dieser Arbeit absolvierten 17 gut trainierte 
Radsportler einen Radmarathon. Zu festgelegten Zeitpunkten wurde den Probanden aus einer 
Venenverweilkanüle venöses Blut entnommen. Erst wurden die mononuklearen Zellen mittels 
Dichtegradientzentrifugation isoliert und dann die endothelialen Progenitorzellen, Endothel-
zellen, Mikropartikel und endothelialen Mikropartikel mithilfe der Durchflusszytometrie 
quantifiziert. 
 
Ziel der Arbeit war es, herauszufinden, wie eine so starke körperliche Belastung wie das Ab-
solvieren eines 4-stündigen Radmarathons im Zeitverlauf die Konzentration endothelialer 
Progenitorzellen und anderer Blutzellen im peripheren Blut gesunder Probanden ändert. 
 
Des Weiteren wurde untersucht, wie sich der „Radmarathon“ auf die Konzentration von 
Mikropartikel und endothelialer Mikropartikel als Marker für einen Endothelzellschaden 
auswirkt. 
 
Zusätzlich sollte herausgefunden werden, ob sich während des Radmarathons die 
Konzentration des zirkulierenden VEGF im Blut der Probanden ändert und ob die Freisetzung 





Die Ergebnisse der Arbeit lassen sich wie folgt zusammenfassen: 
 
1. Es ließ sich ein signifikanter Anstieg der Konzentration hämatopoietischer CD34pos 
und CD133pos Progenitorzellen wie auch endothelialer Progenitorzellen 
CD34pos/KDRpos oder CD133pos/KDRpos nach dem Ausdauertest ermitteln.  
2. Der Anstieg in den verschiedenen Zellpopulationen war begleitet von einer 
signifikanten Erhöhung der reifen Endothelzellen (CD146pos), des VEGF-Spiegels, 
sowie der IL-6 Konzentration im peripher venösen Blut der teilnehmenden Sportler. 
3. Die genauere Erhebung des Zeitrahmens der Zellmobilisation während des Sports 
zeigt eine zeitverzögerte Freisetzung zirkulierender endothelialer Progenitorzellen mit 
einer maximalen Konzentrationsänderung nach 210 Minuten körperlicher Aktivität in 
den meisten Fällen. 
4. Alle erhobenen Konzentrationsänderungen der einzelnen Zellpopulationen waren 
spätestens 24 Stunden nach Beendigung des Radmarathons wieder auf Ausgangs-
niveau gefallen und somit nicht mehr detektierbar. 
 
Diese Resultate zeigen, dass eine über vier Stunden andauernde erschöpfende Aktivität bei 
festgelegter Leistung zu einem signifikanten Anstieg der Vorläuferzellen (hämatopoietische 
und endotheliale Progenitorzellen) führt. Eine mögliche Ursache dafür liegt in einem erhöhten 
VEGF-Spiegel im peripheren Blut der Probanden und einer Veränderung in der Endothel-
zellschicht mit Anstieg des Entzündungsmediatoren IL-6 und reifer Endothelzellen. Daraus 
lässt sich schlussfolgern, dass ein 4-stündiger Radmarathon zu einem Endothelzellschaden 
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